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ヒト胚腎由来 dJ?.67細胞は *,0&$%2<"QCB0"OI31I&0"O'330%1$'<"+('%b^$3305"#E-" よ
り購入し、ヒト肝癌由来 d0BX.細胞および dId\細胞は ($b0<"X0<0"R2<b"+QFIbIU25"
f2B2<-"より購入した。dJ?.67細胞は !@_=RN、S4A":Z/グルコース、!@",#"dJVJN





 (a(Dの 7¶DPQ(と翻訳領域に見出された #(Jをそれぞれ #(J!、#(J.と命名





















Q2U30".4"N0]I0<%0"'T"B&$,0&F"IF0M"T'&"B32F,$M"%'<F1&I%1$'<4"   
V&$,0&"   N0]I0<%0"     V'F$1$'<"
PQ(DN" AkDQQQ"QOQ"*X*"OOO"QXO"OOX"*QO"O*O"OXD7k" 7SS6"±"7SGA"
PQ(D*N" AkDQQQ"QOQ"*X*"OOQ"XO*"OOO"QOO"QXO"O*Q"QQOD7k" 7A\@"±"7A6!"
OENDN" AkD*OO"QX*"OOQ"*O*"OOQ"XOO"XOD7k" GA6"± G\H"
OEND*N AkDXO*"OXX"OQQ"OOO"XOQ"QO*"QXD7k" \A6"± \\H"






を加えて全量 .A"P/として VO(を行った。#(J!の増幅には" PQ(DNプライマーと
PQ(D*Nプライマー" +Q2U30".-"を用い、6SÛ&で 3分間反応させた後、6SÛ&で 7@秒間、
GAÛ&で 7@秒間、\.Û&で S@秒間を SAサイクル、続いて \.Û&で A分間反応させた。
#(J.の増幅には" OENDNプライマーと OEND*Nプライマーを用い、6SÛ&で 3分間







次にクロロホルム溶液 S@@"P/を加えて A分間ボルテックスし、\5@@@"&B,、室温で A
分間遠心分離した。上清に 7"#酢酸ナトリウムを S@"P/と !@@_冷エタノールを !",/
加え、DH@Û&で冷却後、15,000 rpm、SÛ&で 7@分間遠心分離し、沈殿を \@_冷エタ
ノール !",/で洗浄した。沈殿を乾燥後、QJに溶解させ、E)*を精製した。#(J!"
+!S7塩基対-"は /(+">で消化し、#(J."+..@塩基対-"は ?30<'["T&2:,0<1処理により














化ナトリウム ."P/を加え全量を !@"P/とした。6@Û&で 3分間加熱後、60分かけて
徐々に冷却することでアニールさせた。二本鎖化されたオリゴヌクレオチドは両端
が Xba I消化末端となるように設計されている。この二本鎖オリゴヌクレオチド 2 
P/に、V&'1&IM$<:"0<M"b$<2F0"UITT0&を !@"P/、!@@"P#"*QVを !"P/、QS"b$<2F0を ."P/
加え、滅菌精製水で全量を !@@"P/とし、7\Û&で 60分間インキュベートし、DNA























混合し、6SÛ&で 3分間反応させた後、6SÛ&で 7@秒間、ASÛ&で 7@秒間、\.Û&で 7@





目的の E)*断片が含まれるコロニーを、/RD*,B培地 7",/中で 7\Û&、8時間培




大量調製行った。大腸菌ペレットを S",/の RITT0&"V!に懸濁させ、S",/の RITT0&"V.
を加え転倒撹拌した後、室温で A分間静置した。S",/の RITT0&"V7を加え、ただち
に転倒撹拌した後、氷中で !A分間静置した。A5@@@"&B,、SÛ&で !@分間遠心分離し























とした。サーマルサイクラーを用いて 6AÛ&で 1秒間反応させた後、6AÛ&で 7@秒間、
ASÛ&で 7@秒間、\.Û&で 6@秒間を SAサイクルの条件でシークエンス反応を行った。
反応終了後、反応液を !4A",/チューブに移し各チューブに \4A"#酢酸アンモニウム
."P/、グリコーゲン溶液 ."P/、氷冷しておいた !@@_エタノール 7@"P/を加え、D.@Û&















レートに HEK293を 1i105 cells/wellになるように播種し、5_"CO2存在下、Û&で
24時間培養した。190 ngの BX/7プラスミドおよび !@"<:の BX/S4\SDQ?と .A"B,'3















 >D.DH d0BX.細胞への B&0D,$()*の導入"
"
d0BX.細胞への B&0D,$()*の導入は /$B'T0%12,$<0"()*$#*aを用いた &0^0&F0"
1&2<FT0%1$'<法により行った。=RN非含有培地に /$B'T0%12,$<0"()*$#*a"\4A"ȝ/と、
!A"









ーで吸引し、沈殿を !",/の VRNに懸濁した。75@@@"&B,、SÛ&で A分間遠心分離後、
上清をアスピレーターで吸引し、A@"P/の QXJ緩衝液に懸濁した。液体窒素と 7\Û&
温浴で凍結融解を 3回繰り返し、テフロンホモジナイザーを使用し、氷上で 30秒間
ホモジナイズして 1'123"%033";',':0<210を得た。タンパク質定量は R&2MT'&M法 




























間室温に置いた後 !A5@@@"&B,、SÛ&で !A分間遠心分離した。水層を別の !4A",/チ
ューブに回収し、.A@"P/のイソプロパノールを加え、転倒撹拌した後室温に A分間
















(a(Dはホールド反応を 6AÛ&で !分間行った後、解離反応を 6SÛ&で !A秒間、アニ
ーリングを G.Û&で 7@秒間、伸長反応を \.Û&で 7@秒間とし、S@サイクル行った。
ED2%1$<はホールド反応を 6AÛ&で !分間行った後、解離反応を 6SÛ&で .@秒間、ア
ニーリングと伸長反応を GSÛ&で .@秒間とし、S@サイクル行った。O`V.Gはホール
ド反応を 6AÛ&で !分間行った後、解離反応を 6AÛ&で !@秒間、アニーリングと伸長
反応を GHÛ&で 7@秒間とし、S@サイクル行った。B.!はホールド反応を 6AÛ&で !











p21 forwardb" AkDOQX"QO*"OQX"QOQ"QXQ"*OO"OQQ"XQX"OD7k" "
p21 reverseb" AkDXX*"X**"X*Q"O*X"OOX"XOX"QQQ"XD7k"














 >D.DHに準じて B&0D,$()*を導入した d0BX.細胞を A_"Oe."存在下、7\Û&で SH
時間培養し、トリプシンDJEQ*溶液で剥離して !4A",/チューブに回収した。75@@@"








+H@",#"02%;"&)QV-"!"P/を加え、.AÛ&で 7@分間反応させ ,()*の -.#"'4'合成を行
























>D.D.に準じ、d0BX.細胞および dId\細胞を A_"Oe.存在下、7\Û&で SH時間培
養した。最終濃度が !"P#になるようエトポシドを添加した培地に交換し、A_"Oe.





>D.D!\ " (023D1$,0"(QDVO(による ,21I&0",$(D7S2発現量の測定"
"
Q2]#2<"#$%&'()*"*FF2Cを用いた &023D1$,0"(QDVO(法により ,21I&0",$(D7S2を測




A分間氷冷した。その後、!GÛ&で 7@分間、S.Û&で 7@分間、HAÛ&で A分間、サーマ
ルサイクラーを用いて反応させ %E)*を合成した。得られた %E)*サンプル !477"P/
に、Q2]#2<"P<$^0&F23"VO("#2F10&"#$K"!@"P/、Q2]#2<"#$%&'()*"*FF2C",$K"!"P/、
)I%302F0DT&00"[210&を加え全量 .@"P/とした。反応は以下のプロトコールで行った。














  )'4" *:0"+C&-" N0K" =$U&'F$F" E$2:<'F$F "
)'&,23"3$^0&"
!" H." =" )'<0" #$3M"T211C"M0:0<0&21$'<"2&'I<M"%0<1&23"^0$<"
)I%302&":3C%':0<"M0B'F$1$'<"
/I<:"%2<%0&"[$1;'I1"3$^0&",012F121$F"
." GH" =" )'<0" E021;"T&',"%'3M"
7" \." =" )'<0" *FB;CK$2"
S" \." #" )'<0" R$30"MI%1"%2<%0&"
A" H7" #" )'<0" *%I10",C'%2&M$23"$<T2&%1$'<"
G" GS" =" )'<0" O'3'&0%123"%2<%0&"[$1;"3$^0&",012F12F$F"
=$U&'1$%"3$^0&"
\" \H" =" #$3M" #$3M";0B21$%"%'<:0F1$'<"
#I31$B30",C03',2"[$1;'I1"3$^0&",012F121$F"
H" S6" =" N0^0&0" V&$,2&C"U$3$2&C"%$&&;'F$F"
6" \@" =" #$3M" #'M0&210";0B21$%"%'<:0F1$'<"
#$3M"T211C"3$^0&" "
*%I10",C'%2&M$23"$<T2&%1$'<"
!@" \H" #" N0^0&0" d0B21'%033I32&"%2&%$<',2"[$1;"%$&&;'F$F" "
+;0B21$1$F"O"^$&IF"B'F$1$^0-"
!!" \A" #" N0^0&0" d0B21'%033I32&"%2&%$<',2"[$1;"%$&&;'F$F"
!." AA" #" #$3M" #$3M"23%';'3$%"3$^0&"T$U&'F$F"
!7" G." #" N0^0&0" *3%';'3$%"%$&&;'F$F"
!S" G!" =" N0^0&0" V&$,2&C"U$3$2&C"%$&&;'F$F"























































































































































































































 ここまでの検討で、ヒト (a(Dの発現制御に ,$(D7S2が関わっていることを明ら
かにした。,$(D7S2は癌抑制遺伝子 BA7の下流遺伝子であり、BA7の活性化により










































































る" +9I"01"2345".@@S-。7¶DPQ(の #(Jを探すプログラム Q2&:01N%2<を用いて、(a(D"








































BA7活性化能を有する 01'B'F$M0を d0BX.細胞" +野生型 BA7発現細胞株-"に処置し
た時、,21I&0",$(D7S2発現量の有意な上昇が認められ" +=$:4"!@O-、(a(Dタンパク質






は低値を示すことを初めて明らかにした (Fig. 11B)。一方、mature miR-34a発現量は




討で用いた線維化ヒト肝サンプルには、線維化の程度が軽度なもの (n = 3) と重度








































































































塩化ナトリウム H4@":、塩化カリウム @4S":、リン酸二ナトリウム十二水和物" @4!.!:、




塩化ナトリウム H@4@":、塩化カリウム S4@":、リン酸二ナトリウム十二水和物 !4.!":、













>>D.D. マウスへの OO3Sおよび *#e7S2"#J)Eの投与と採血ならびに肝臓の採取"
"
動物実験は、金沢大学動物実験指針に従って行った。OA\R/ZGfマウス" +雄性、H
週齢" ..L.A:8"日本 N/O5"N;$WI'b25"f2B2<-"を馴化飼育した後、オリーブ油で A倍希釈








与し、.S時間後より >>D.D.に準じて OO3Sの投与を !週間行った。OO3S最終投与よ
り \.時間後に下行大静脈より採血を行い、肝臓を採取した。肝線維化の進行への影
響を調べる検討では、>>D.D.に準じてマウスへの OO3Sの投与を S週間行い、OO3S投































>>D.DA "マウス肝サンプルにおける ,21I&0",$(D7S2および ,()*発現量の測定"
 "




て >D.D!.に準じて &023D1$,0"(QDVO(を行った。*3U、DN#*および O'3!2!はホール
ド反応を Û&で 7@"秒間行った後、解離反応を 6SÛ&で .@秒間、アニーリングと伸
長反応を GSÛ&で .@秒間とし、S@サイクル行った。Q:TE!はホールド反応を Û&
で 7@秒間行った後、解離反応を 6SÛ&で .@秒間、アニーリングを G@Û&で 7@秒間、
伸長反応を \.Û&で .@秒間とし、S@サイクル行った。ED2%1$<はホールド反応を 6SÛ&














E-actin forwarda" AkD*OX"XOO"*XX"QO*"QO*"OQ*"QQX"XD7k" "
E-actin reversea" AkDOQ*"XX*"XOO"*X*"XO*"XQ*"*QO"QOD7k"
"
2?'U2C2F;$"01"23"+.@@6-4"   
"
>>D.DG マウス肝実質細胞および非実質細胞における *3U",()*および ,21I&0"
,$(D7S2発現量の測定"
"






























































































































































































































































































































































































 第 I章では、miR-34aが結合する可能性が in silicoで予想されたヒト RXRDについ
て、その発現量およびその機能に与える影響を検討した。ヒト RXRD mRNAに見出

























































































































































































































eM2" 5`")2b2r$,2"#5"#';&$"Q5"Q2b2,$C2"#5"*'b$" 5`"=Ib2,$"Q"2<M" '`b'$"Q"+.@!.-"*&C3"
;CM&'%2&U'<"&0%0B1'&"<I%302&"1&2<F3'%21'&"$<";I,2<"3$^0&"$F"&0:I3210M"UC",$(D.S4"3'G!&'%#
077%#5=+*;+&'%"&)+Y"...D.7!4"
"
Q2b2;2F;$"?5"eM2"`5"Q'C'M2" 5`"=Ib2,$"Q5" '`b'$"Q"2<M")2b2r$,2"#"+.@!S-"(0:I321$'<"'T"
%C1'%;&',0"(A"0KB&0FF$'<"UC",$(D..7"$<";I,2<"3$^0&Y"0TT0%1F"'<"%C1'%;&',0"VSA@"
2%1$^$1$0F4"5=+*;#6.$&"/(Y"\H@D\6S4"
"
"
"
"
"
"
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